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論文内容要旨
エリスロポエチン (Erythropoietin : Epo) は末梢血中の赤血球量を調節、維持するために必
須の因子であり、その発現は、低酸素刺激特異的に誘導される。主な Epo 産生臓器は胎仔期では
肝臓、成獣期は腎臓であるが、それ以外の臓器においても低い発現の可能性が示唆されている。
一方で、胎仔肝臓における Epo 産生が始まる以前の一次造血を支持する Epo 産生臓器は不明で
あった。また、 Epo遺伝子の制御機構は、身o遺伝子下流領域に肝臓におけるエンハンサーが同
定されているものの、腎臓における Epo遺伝子の制御領域は不明で、ある。そこで、各発生段階に
おける Epo 産生細胞の同定、及び成獣腎臓 Epo 産生細胞における貧血刺激特異的な身o遺伝子
の制御機構の解析を行った。
Epo遺伝子制御領域下で、緑色蛍光タンパク質 (GFP) 遺伝子を発現するトランスジェニックマ
ウスを用い、胎仔期における GFP 発現を確認した結果、胎生 8.5 日以降の神経系組織において
GFP 蛍光を認めた。これらの GFP 陽性細胞における遺伝子発現解析を行った結果、 Epo遺伝子
を発現していることが示された。免疫組織染色法により解析を行った結果、これらの頭部 GFP
陽性細胞は神経管を構成する細胞の一部と、神経管周囲に存在する細胞であることが示された。
さらに、神経堤細胞トレーサーである Wntl-cre または、 Pax3-cre 、 PO-cre トランスジェニック
マウスを用いた解析の結果、神経管周囲に存在する GFP 陽性細胞は一部の神経堤由来細胞を含
む細胞群であることが示された。胎仔肝臓からの Epo 産生が始まるのは胎生 9.5 日であることか
ら、これらの GFP 陽性な神経上皮細胞、神経堤由来細胞が一次造血を支えていると考えられた。
新生仔期に一過性の貧血を呈し、 Epo 産生細胞において GFP を産生するマウスを用い新生仔
期における腎臓 Epo 産生細胞の解析を遺伝子発現解析及び免疫組織染色法によりおこなった。そ
の結果、尿細管間質において GFP 蛍光を認め、これらの GFP 陽性細胞においてゐo 遺伝子の
発現が高いことが示された。また、これらの細胞は線維芽細胞マーカーである CD73 、 PDGFRß
などを発現していた。成獣期 Epo 産生細胞を解析する目的に、 GFP レポータートランスジェニ
ックマウスを用いて、潟血による貧血刺激誘導的な Epo 産生細胞の解析をおこなった。その結果、
肝実質細胞、腎臓線維芽細胞、アストロサイトの一部の細胞において GFP の発現が検出された。
??円。
Epo遺伝子の制御には、 Epo遺伝子転写開始点上流 17 kbp から下流 15 kbp の領域で十分で
あることが示されていた。そこで、腎臓における Epo遺伝子エンハンサーの同定を目的に、上流
17 kbp の領域に着目し、同領域中の日甫乳類間で保存性の高い領域を制御領域(合計約 7 kbp) と
して用いた tdTomato (赤色蛍光タンパク質)レポーター構築を作成した。このトランスジーン
は、貧血刺激誘導的に腎臓線維芽細胞において発現したことから、本トランスジーンで用いた 7
kbp の領域に腎臓エンハンサーが存在することが示された。同領域からエンハンサーを同定する
ため、上流 17 kbp 周辺領域 (XS 領域)及び、上流 8kbp 領域に存在する保存された HRE 配列
(-8kHRE) に注目し、 トランスジェニックマウス解析、及びヒト腎臓由来 EPO 産生細胞株
(REPC) を利用したレポーターアッセイをおこなった。レポーターアッセイの結果では、 xs
領域には転写活性、 -8kHRE 領域には低酸素誘導的な転写活性化能が認められたが、トランスジ
エニックマウスを用いた解析の結果では、 xs 領域、 -8kHRE 領域共に単独では腎臓 Epo 産生細
胞における Epo遺伝子の発現制御には不十分であることが示された。以上の結果から、身o遺伝
子上流 17 kbp 中の哨乳類間で保存性の高い領域には身o遺伝子の制御配列が複数存在し、協調
して身o遺伝子の制御に働いていると考えられた。
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平野氏は、本研究において造血因子エリスロポエチン (Epo) の産生細胞を新規に同定した。ま
た、各細胞における Epo 産生の生理的意義と産生制御機構を解析し、医学的価値の高い研究成
果を得た。
腎不全によって腎臓の Epo 産生細胞が傷害されると、貧血を呈することが知られている。腎
生貧血では Epo 製剤の投与が有効であり、臨床現場でも使用されている。本研究では、まず、
これまで解明されていなかった腎臓の Epo 産生細胞の単離同定を試み、遺伝子改変マウスを用
いた解析を行った。その結果、尿細管間質の REP (renal Epo・producing) 細胞を同定し、セル
ソーターで単離することにも成功した(参考論文: Pan et al., PLoS One 2011) 。この成果は、
腎臓病学や血液学におけるブレイクスルーとして、米国血液学会誌 (Koury， The Hematologist 
2012) でも紹介された非常に意義深いものである。
引き続き遺伝子改変マウスの解析を進め、神経堤や神経上皮に Epo 産生細胞が存在すること
を発見した口この成果は、晴乳類では神経系の細胞で最初に Epo が産生されることを明確に示
しており、発生学の分野でも注目を集めている。また、この成果により、 Epo 産生部位が発生
段階に伴って、神経堤/神経上皮、肝臓、腎臓へと変遷することが明らかとなった。さらに、各々
の部位での Epo 産生が、それぞれ、卵黄嚢、肝臓、骨髄における造血を支持しているという、
サイトカインの組織特異的役割を提唱するに至った。以上の成果は、基礎論文として泊ture
Communications誌で、好意的な査読結果を得ている。
個体における Epo 産生部位を明らかにした後に、産生制御機構の解析にも挑んだ。 Epo は低
酸素ストレスによって著しく産生尤進するが、その基盤は遺伝子の転写レベルで制御されている。
そこで本研究では、 REP 細胞におけるゐo遺伝子の転写制御を司るシス制御領域(エンハンサ
ー)の同定を試みた。その結果、 180 kb の巨大な領域から 7 kb のエンハンサー領域を抽出する
ことに成功した。この成果については、腎臓病学や発生学の知見を取り入れた今後の発展が大い
に期待できる。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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